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ПЕРЕВАГИ РЕАКЦІЇ ІМУННОГО БЛОТУПРИ ЛАЙМ-БОРЕЛІОЗІ
Резюме. Зазначено, що лише реакція імуноблоту є найбільшдостовірною і спроможною виділяти ряд борелійних антигенів,які характеризуються різною специфічністю. З усіх антигенівнайвищу чутливість для виявлення протиборелійних IgM маєOspC, а для відповідних IgG - VlsE. У цілому про виявлення IgMпри блот-аналізі можна говорити лише тоді, коли присутніщонайменше два з перерахованих трьох антигенів: 25 kDa(OspC), 39 kDa (BmpA) і 41 kDa (Fla). Натомість IgG при блот-аналізі наявні у тому випадку, коли виявляють п'ять з наступних10 тестів: 18 kDa, 21 kDa (OspC), 28 kDa, 30 kDa, 39 kDa(BmpA), 41 kDa (Fla), 45 kDa, 58 kDa (не GroEL), 66 kDa і 93 kDa.Описано 6 випадків Лайм-бореліозу, зумовленого комбінацієюусіх трьох видів борелій - B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii таB. garinii.
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ВступЯк відомо, бореліоз (хвороба Лайма) є поліси-стемним інфекційним захворюванням, спричине-ним спірохетою Borrelia burgdorferi, що пере-дається через укуси кліщів.
Мета дослідженняВизначити переваги різних методів серологіч-них досліджень при діагностиці Лайм-бореліозу.Відповідно до рекомендацій Центру контролюта профілактики хвороб США (CDC), затвердже-но двоетапну схему специфічної діагностики приЛайм-бореліозі [1, 2, 3]. На першому етапі, за на-явності клініко-анамнестичних показань, прово-диться тестування з допомогою ІФА або нРІФ.За результатами першого етапу дослідженнязразки крові зі сумнівними і позитивними резуль-татами повинні бути підтверджені з допомогоюметоду імунного блотингу [4, 5].Результати імунного блотингу на виявленняIgM проти B. burgdorferi можуть бути негативни-ми, пограничними ("сіра зона") і позитивними.У ранній фазі інфікування бореліями IgM, якіможуть бути виявлені в 50-90 % пацієнтів, зазви-чай спрямовані проти зовнішнього протеїну C -OspC (p 25) [10]. За умови свіжого інфікуванняIgM проти інших специфічних антигенів борелійзазвичай ще не виявляються. Частота знаход-ження специфічних IgG у цій фазі хвороби такождуже низька [11, 12].IgM проти флагеліну (p41) представляють по-чаткову відповідь організму до B. burgdorferi.Проте один позитивний тест на флагелін (p41) привиявленні IgM не може бути доказом свіжогоінфікування B. burgdorferi. У таких випадках не-обхідно повторити тест через декілька тижнів.
Для того, щоб здолати проблему неспецифіч-ності визначення IgM, в реакції імунного блотингуідентифікують VlsE, який може розглядатися якголовний антиген для серологічної діагностикибореліозу. Понад 85 % IgG-позитивних сироватокможна ідентифікувати тільки шляхом оцінкиVlsE. Цей антиген є специфічним для усіх різно-видів борелій. Ризик несправжньо позитивної ре-акції практично виключається [13].У пізній стадії Лайм-бореліозу позитивнийтест на IgM не має жодного значення у зв'язку зможливістю їх постійної персистенції, про щойшлося раніше [14].Для діагностики свіжого інфікування бореліямипозитивний результат IgM треба підтвердити ви-явленням протибореліозних IgG через 3-6 тижнів.У 20-40 % пацієнтів Лайм-бореліоз перебігає убезеритемній формі [15], що значно ускладнюєдіагностику хвороби. Результати проведених дос-ліджень свідчать про високий відсоток серопози-тивних осіб серед пацієнтів неврологічних стаціо-нарів[16].Через декілька тижнів або місяців після укусукліща може розвинутися ряд інших симптомів.Антитіла проти B. burgdorferi можуть бути вияв-лені в 50-90 % пацієнтів у стадії II [13]. На раннійфазі цієї стадії знаходять, в основному, антитілакласу IgM, а в пізній фазі часто присутні тількиантитіла класу IgG. Проте рівні специфічних IgMможуть зберігатися протягом тривалого часу[17]. Визначаючи IgG проти VlsE, можна підви-щити ефективність серологічного коефіцієнту до20-30 %. На третій стадії рівні специфічних IgG-антитіл значно підвищені у 90-100 % пацієнтів,тоді як антитіла класу IgM виявляються дужерідко [13].
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За наявності анамнестичних даних про при-смоктування кліщів, необхідно проводити спе-цифічні серологічні дослідження [18].Зазвичай IgM з'являються першими увідповідь на інфікування або реактивацію збудни-ка, тому дозволяють виявити гостру стадію пер-винної інфекції (коли ще немає IgG) або реактива-цію хронічної (на тлі виявлення IgG). IgG у типо-вих випадках з'являються через 2-3 тижні післяінфікування, є строго специфічними для збудника,зберігаються довічно, але їх рівень не відображаєактивності процесу [19].Так, оскільки специфічні сироваткові антитілавиявляються лише у 20-50 % пацієнтів на I стадіїзахворювання (мігруюча еритема), у 50-90 % -на II стадії (нейробореліоз) і майже у 100 % па-цієнтів - тільки на III стадії (акродерматит, Лайм-артрит), то негативний результат не виключаєдіагнозу захворювання.Труднощі своєчасного виявлення Лайм-борел-іозу зумовлені також можливістю розвитку післязараження інапарантного перебігу хвороби безпомітних клінічних ознак як у ранній період, так і вперіод дисемінації збудника [20]. У віддалені тер-міни в частини інфікованих відбувається актива-ція інфекційного процесу з маніфестацією клі-нічних проявів, розвитком серйозних органнихуражень, які визначають симптоматику хронічноїстадії хвороби через місяці й навіть роки післяприсмоктування кліща. Зрозуміло, що через три-валий час після зараження інколи буває важко
пов'язати ураження тих чи інших органів з при-смоктуванням кліщів у минулому і запідозритиЛайм-бореліоз. Тим більше, що такі пацієнти убільшості випадків перебувають поза увагою ін-фекціоністів, часто лікуються в інших спеціалістівтерапевтичного профілю [18].
Матеріал і методиОбстежено 6 хворих на Лайм-бореліоз. Длялабораторної діагностики використані серологічніметоди ІФА та вестерн-блот. Пацієнтам прове-дено дослідження сироватки крові на виявленняспецифічних антитіл класу IgM та IgG методомІФА. За допомогою реакції  імунного блотингувизначено наявність  антитіл до специфічних анти-генів борелій. Аналізи проводились за стандарти-зованими методиками в ліцензованій лабораторії"Сінево"
Обговорення результатів дослідженняОбговорювана реакція імунного блоту дає уні-кальну можливість визначати усі три види Bor-relia burgdorferi sensu lato: B. burgdorferi sensustricto, B. afzelii та B. garinii. Іноді бувають ситу-ації, коли причиною хвороби Лайма стає не одинвид борелій, а їх поєднання. Так, за допомогоюметоду імунного блотингу у 6 мешканців Черні-вецької області ми виявили чіткі серологічні озна-ки Лайм-бореліозу, зумовленого комбінацією од-разу трьох видів збудників (табл.). Зазначені осо-би багаторазово наражалися на напад кліщів, щоТаблицяРезультати обстежень хворих на Лайм-бореліоз (блот-аналіз)
Маркер Хворий О.С.С., 43 р. С.В.І.,  27 р. Б.І.В.,  55 р. К.В.В., 48 р. Б.В.В., 58 р. Ш.В.М.,  42 р. B. burgdorferi, антитіла IgM VlsE  - - - - - - p41 - + + +/- + + p39 - - - - - - OspC Ba (B. afzelii) +/- + - - - +/- OspC Bb  (B. burgdorferi) - - - - - - OspC Bg (B. garinii) - - - - - - IgM +/- + - - - +/- B. burgdorferi, антитіла IgG VlsE (B. afzelii) + + + + + + VlsE (B. burgdorferi) + + + + + + VlsE (B. garinii) + + + + + + Lipid Ba (B. afzelii) - - + +/- +/- - Lipid Bb  (B. burgdorferi) + - + + - - p83 - + +/- - + + p41 + + + + + + p39 - - + + + +  
Оригінальні дослідження
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OspC (B. afzelii) + + +/- + + + p58 - - +/- - + + p21 - - +/- + - +/- p20 - - - - - - p19 - - + - - +/- p18 + + + - - - IgG + + + + + + Примітки: + – виявлений, +/- – пограничний результат, - – не виявлений. 
Продовження таблиціРезультати обстежень хворих на Лайм-бореліоз (блот-аналіз)
і зумовило їх ко- чи суперінфікування. У кожногопацієнта на підставі епідеміологічних, клінічних ісерологічних даних діагностовано еритемну чибезеритемну форму хвороби Лайма, хронічнийперебіг, з переважним ураженням нервової систе-ми та суглобів.Як видно з табл., у більшості пацієнтів виявле-но IgM до антигену p41, що, однак, не є специфіч-ним маркером до борелій. Адже зазначенийбілок-флагелін p41 міститься у багатьох бактерій,передусім спірохетах, і, навіть, в окремих ткани-нах людського організму. Тому знаходженнятільки цього маркера не дає змоги верифікуватиIgM та IgG проти борелій. Крім того, згідно з ре-комендаціями другої національної конференції ізсерологічної діагностики хвороби Лайма [3], провиявлення IgM при блот-аналізі можна говоритилише тоді, коли присутні щонайменше два з пере-рахованих трьох антигенів: 25 kDa (OspC), 39 kDa(BmpA) і 41 kDa (Fla) [21]. Такій вимозі відпові-дають лише аналізи хворого С.В.І., в якого крімIgM до p41 були знайдені ще й IgM до OspC Ba(B. afzelii). Це може свідчити або про недавнє ін-фікування B. afzelii, або про залишковий титр IgM,які, як було згадано раніше, іноді можуть утриму-ватися протягом багатьох років.Натомість IgG при блот-аналізі наявні у томувипадку, коли виявляють п'ять з наступних 10 тес-тів: 18 kDa, 21 kDa (OspC), 28 kDa, 30 kDa, 39kDa (BmpA), 41 kDa (Fla), 45 kDa, 58 kDa (неGroEL), 66 kDa і 93 kDa [22]. В усіх хворих вияви-ли IgG до високоспецифічних VlsE B. afzelii, B.burgdorferi та B. garinii, неспецифічного p41, а та-кож характерні для свіжого інфікування OspC (B.afzelii). У кожному випадку були знайдені IgG домінімум 5 різних антигенів борелій, що дало мож-ливість ідентифікувати специфічність зазначенихантитіл.
ВисновкиОтже, серологічна діагностика має здійснюва-тися за принципом двокрокової процедури: спо-чатку скринінг сироваток за допомогою ELISAабо непрямої імунофлюоресценції (IIFT), а далі
зразки крові зі сумнівними і позитивними резуль-татами повинні бути підтверджені з допомогоюметоду імунного блотингу. При свіжому інфіку-ванні рекомендовано паралельно виконуватиELISA/IIFT і вестерн-блот, оскільки останній ме-тод дає можливість виявити деякі слабкі реакції,недосяжні для імуноферментного аналізу. Най-чутливішим антигеном для виявлення IgM єOspC, а для IgG - відповідно VlsE.
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РЕАКЦИЯ ИМУННОГО БЛОТА ПРИ ЛАЙМ-БОРЕЛИОЗЕ
С.Р. Меленко
Резюме. Отмечено, что только реакция иммуноблота яв-ляется наиболее достоверной и способной выделять ряд бо-релийних антигенов, характеризующиеся различной специ-фичностью. Из всех антигенов самую высокую чувствитель-ность для выявления протиборелийних IgM имеет OspC, адля соответствующих IgG - VlsE. В целом об обнаруженииIgM при блот-анализе можно говорить только тогда, когдаприсутствуют не менее двух из перечисленных трех антиге-нов: 25 kDa (OspC), 39 kDa (BmpA) и 41 kDa (Fla). Зато IgGпри блот-анализе имеющихся в том случае, когда обнаружи-
вают пять из следующих 10 тестов: 18 kDa, 21 kDa (OspC),28 kDa, 30 kDa, 39 kDa (BmpA), 41 kDa (Fla), 45 kDa , 58 kDa(не GroEL), 66 kDa и 93 kDa.Описаны 6 случаев Лайм-боррелиоза, обусловленногокомбинацией всех трех видов боррелий - B. burgdorferi sensustricto, B. afzelii и B. garinii.Ключевые слова: Лайм-боррелиоз, серологическая ди-агностика, иммунный блотинг.
ADVANTAGES OF THE IMMUNE BLOT REACTION ATLIME-BORELIOZI
S.R.Melenko
Abstract. It has been indicated that only the reaction ofimmunoblot is the most reliable and may distinguish a number ofborelii antigens which are characterized by different specificity.From all antigens QspC has the highest sensitivity to detection ofantiborelii IgM, and VlsE - for all corresponding IgG. As a wholeit is possible to speak about IgM detection in case of blot-analysis only, when not less than two from the listed threeantigens are present: 25 kDa (OspC ), 39 kDa ( BmpA ) and 41kDa (Fla ). However, IgG at blot-analysis are available in thecase, when five from the following 10 tests are detected: 18 kDa,21 kDa (OspC ), 28 kDa, 30 kDa, 39 kDa (BmpA ), 41 kDa(Fla), 45 kDa, 58 kDa ( not GroEL ), 66 kDa and kDa.Six cases of Lime-boreliose stipulated by combination of allthree kinds of borelii and B.burgdorferi sensu strict, B.afzelii andB.garinii have been described.Key words: Lime borelioz, serologic diagnostics, immuneblotting.
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